S22 5

UNIVERSIDAD ~ NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

\". -
Q. 22w oy LG

Facultad de Quimica

INDUCCION Y CARACTERIZACION GENETICA DE MUTANTES RESPIRATORIO
DEFICIENTES DE LA LEVADURA EKluyveromyces lactis OBTENIDAS POR
TRATAMIENTO CON NITROSO METIL GUANIDINA Y LUZ ULTRAVIOLETA.

TESIS

Que para obtener el titulo de xamenes prorcoomaiss
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO FacC. DE QuUiMICAa

presenta

MA. EUGENIA VARELA URIBE

Méxieo, D. F. 1987




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



II.

III.

V.

INDICE

INTRODUCCION.

1. Mutagénesis

2. Herencia Nuclear y Qitoplismica

3. Agentes Mutagénicos o
4. Modo de interaccidn de M N G y Luz U V.
5. Efecto de mutigenos en levaduras;

6. Mutacion "petite"
MATERIALES Y METODOS.

RESULTADOS Y ANALISIS DE Eppbéf
1. Mutagénesis con M N G.’

2. Mutagénesis con Luz U V.

3. Caracterizacidn Gen&tica

4. Pruebas Bioqulmicas

5. Pruebas de Alelismo
CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

P
716,

18-

43

48
49
':53\

64

82

86

88



INTRODUCCTION

Los cromosomas controlan las propiedades hereditarias de
todas las cé&lulas; son agrupaciones lineales de factores genéti-
cos llamados genes. Cada gen puede alterar las propledades de una
c&lula de una manera muy caracteristica. (31)

El conocimiento de la estructura molecular de los cromosonas
es todavia 1incompleto. Gran parte del trabajo inicial de 1la
genética se realizd con organismos multicelulares grandes como
plantas y animales, y la mayoria de los genes mutantes estudiados
por los primeros genetistas Mendelianos habian surgido
espontianeamente (31). »

Hoy en dfa dos elementos muy dtiles para el estudio de 1a 
naturaleza de un gen y de sus funciones han sido‘Jrlbs
microorganismos y el fendmeno conocido comoe "mutacidn". ~Los
microorganismos por presentar la ventaja de poseer ciclos dé‘viAa
muy cortos y de crecer ficilmente bajo condiciones 'controlables
de laboratorio; y las mutaciones por la relativa facilidad  con
que pueden 1inducirse hoy mediante la utilizacidn de agenﬁes
ffsicos o quimicos (31). ‘

Una mutacidn, es un proceso por el cual un gen sufre un
cambio estructural, que se refleja en alteraciones fenotIpicas en
el organismo o microorganismo que la ha sufrido; alteraciones que
pueden ser muy dGtiles para conocer el mecanismo de accidén de una
determinada protefna (11).

El término mutante es usado para identificar un cambio

fenotfpico expresado individualmente, resultante de una mutacidn



(29).

Los cambilios wmuntaclonales pueden deberse a deleciones,
inserciones o cambios de bases (éransveraiones y transiciones) en
el DNA o RNA (caso de algunos virus) (15). Las mutantes
producidas por substituciones de bases son los tilpos mis comunes
a nivel molecular (11). A

Hasta hace relativamente poco tiempo, eramn los cromosomas
considerados como las dnicas entidades en la c&lula responsables
de llevar las unidades bdsicas de la herencia (control genético),
en virtud de 1la notable correspondencia entre segregacidn y
recombinacién de los genes y la conducta de los cromosomas en
c€lulas reproductivas. Es la configuracién precisa de esta
segregacién la que forma las bases del Mendelismc (32).

Sin embargo, por otro lado surgfa la pregunta: icontiene el
DNA cromosomal 1la informacidn completa para el patrdén de cada
organismo, o tambi&n es necesaria informacidn de fuentes
citoplasmicas?

En otras palabras, se dudaba ya del monopolio del niicleo
sobre este control » comenzaba a pensarse en la existencia de
sistemas hereditarfios estables en el citoplasma, actuando
directamente o en conjuncidn con genes nucleares o productos de
ellos para determinadas caracterIsticas celulares (32).

Es obvio que parecfa diffcil la concepclidn de dos sistemas
gen&€ticos actuando fndependientemente en la c€lula, no obstante
si sus actividades fueran complementarias mse podrfa lograr un
desarrollo normal.

Actualmente egtz pregunta sobre la existencia de unidades

genéticas en el citoplasma puede contestarse afirmativamente con



respecto sdlo a ciertas entidades celulares como son
mitocondrias, plistidos y centriolos.

Esta conclusidn estd basada en evidencias gené&ticas y en 1la
presencia de DNA en estos organelos, sobreentendiéndose que todo
el DNA tiene una funclén genética (32).

Uno de los organelos mis estudiados en cuanto a la estructura
y funciones de su material genético, es la mitocondria y dentro
de ellas son las mitocondrias de hongos, protozecarios y animales
las que han recibido mids atencidn. E1 DNA mitocondrial varia

extensamente en cuanto a sus dimensiones. Dentro de las levaduras

oscila entre 25 pm (Saccharomyces), 11.5 fmn(Kluxveromzces) y 5

PM (Schizosaccharomyces), mientras que en los organismos
multicelulares alcanza dimensiones mi3s homogéneas de alrededor de
5 pm. La blogénesis de la mitocondria involucra tanto sistemas
genéticos mitocondriales como nucleares (10,15,26,33).

Aunque la mayorfa de 1las proteinas mitocondriales son
codificadas por genes nucleares y sintetizadas en ribosomas del
citosol, se sabe que algunos componentes de la membrana interna
mitocondrial, tales como la citocromo oxidasa, citocromo '"b" y el
couplejo ATP sintetasa, son sintetizados cooperativamente por la
maquinaria de sintesis proté&ica mitocondrial y extramitocondrial
(21,29,33),.

Las levaduras y especIficamente la levadura de cerveza, ha
jugado un papel fundamental en la coumprensidn de las
interrelaciones nucleocitopldsmicas de una cé&lula (25).

Las levaduras fueron de los primeros organismos en los que se

sospechd 1la presencia de material gené€tico mitocondrial. Estos



organismos son aerdbicos facultativos y pueden crecer sin una
mitocondria funcional, siempre y cuando se les proporcione un
sustrato fermentable como la glucosa (10,25).

En la década de los 40's, Ephrussi y colaboradores aislaron
mutantes de la levadura de panaderfa que crecfan lentamente en
sustratos fermentables, daﬁdb lugar a colonias pequefias; debido a
esto filtimo, a estas mutantes se las denomind "petite~colonie" y
posteriormente "petite" (26). Las mutantes "petite” eran
incapaces de crecer en sustratos respirables (etanol, lactato,
glicerol), carecfan de citocromos "a" y "b" y de algunas otras
enzimas i1implicadas en la respiracidn. Cuando se estudid el
comportamiento genético de estas mutantes, se vid que la mutacién
no segula las leyes de la herencia Mendeliana, sino que daba
segregaciones adjudicables a la presencia de material genético
extracromosdmico. Ya que en estas mutantes estaban afectadas las
funciones respiratorias y por ende la mitocondria, se dedujo
correctamente que los cambios se debfan a una alteracidn en un
factor mitocondrial al que en aquella época se le denomind " F "
(rho) por su vinculacidn con los fendmenos respiratorios, y por
ello a las mutantes ''petite" se las llamd Ia (rho™).

S1i bien la mutacidn petite aparecfa con una frecuencia muy
alta (1Z), se encontrd que clertos agentes como la acriflavina y
mis especIficamente la euflavina, llegaban a producir hasta un
100% de estas mutantes (5). Todos estos estudios se habfan
llevado a cabo con la levadura de cerveza S. cerevisiae. Dos
investigadores: De Deken y Bulder reexploraron la accidn de 1la
acriflavina sobre una serie de levaduras distintas y encontraron

que en la mayorfa, 1la mutacidn inducida por este colorante era



letal. Dividieron por lo tanto a las levaduras en dos grandes
grupos segin que dieran origen o no, a mutantes "petite", cuando
se crecfan en presencia de acriflavina. Las primeras se
denominaron '"petite positivas' y las segundas "petite negativas”
(5).

Trabajos ulteriores de varios investigadores, demostraron que
distintos agentes fIsicos (temperatura, radiaciones U.V.) y
quimicos (detergentes, colorantes, etc.) inducfan la mutacién
"petite'. En la actualidad el colorante m3s empleado para inducir
esta mutacidén es el bromuro de etidio (3,18). Ademds de 1las
"petite" debidas a mutaciones en el DNA mitocondrial, tenemos que
el fenotipo "petite™ puede aparecer tambi&én por mutaciones en el
DNA nuclear; para distinguir a estas mutantes de las primeras, se

"pet" o "petite" segregacionales ya que la

las ha denominado
mutacidn segrega de acuerdo a las leyes de Mendel, es decir, 2
petite vs. 2 grandes en los productos de la meiosis (1,16,26).
Las petite mitocondriales se dividen a su vez en dos grupos: las
neutrales y las supresoras. Las primeras dan diploides
respiratorio competentes al ser cruzadas con una cépa normal y
las segundas dan diferentes porcentajes de diploides
respiratorio~deficientes (segiin el grado de supresividad) en los
productos de la cruza con una grande (respiratorio competente).
La diferencia entre las petite mneutrales y las segregacionales
(nucleares) es que en las primeras el cardcter petite desaparece
en los productos de la meiosis, mientras que en las segundas el
cardcter respiratorio deficlente se recupera en dos de las
esporas (26).

En la figura 1 se esquematiza parcialmente el ciclo de vida
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Fig. 1.- Segregacidn del cardcter respiratorio deficiente  en - distintas
mutantes de levadura.
R D Respiratorio Deficilente.

R C Respiratorioc Competente.



de esta levadura y la forma en que segrega el fenotipo ‘'petite"
en las diferentes mutantes arriba discutidas (15,26).

Como puede verse esta levadura presenta dos factores de
compatibilidad, 1llamados _& o a; cuando c@lulas de diferente
factor de compatibilidad, se ponen en contacto, 8e forma un
zigoto del cual derivan por gemacién, cé&lulas diploides. E1
estado diploide en K. liactis, a diferencia de S. cerevisiae, es
s6lo transitorio y eventualmente los diploides sufren la meiosis
con la produccidn de cuatro esporas haploides, en que los carac-—

teres nucleares segregan 2 : 2, (10, 15, 25, 26).
Agentes Mutagénicos.

Se dispone en la actualidad de numeroscs agentes capaces de
inducir mutaciones y aberraciones cromosSmicas en una gran
variedad de organismos, 1lo cual ha sido de gran ayuda en las
investigaciones de desarrollo y evolucidn de estos organismeos.
Estos 1ncluyen mutdgenos fisicos ampliamente usados tales como:
rayos X, rayos y , radiaciones UV, neutrones y rayos 4 ;
mutigenos quimicos entre los que podemos seiflalar los potentes
agentes alquilantes: etil metano sulfonato, dietil sulfato, 2,6-
dimetil amino purina y etil eneimina y compuestos nitrosos como:
N-nitro, N~nitroso metil guanidina, nitroso etil uretano y metil

nitroso urea (11,28,29,30).
‘Mutaciones inducidas por Rayos Ultravioleta.

Los rayos ultravioleta (UV) son un factor significativo, pero



menos potente que los rayos x en la induccidn de mutaciones; a
causa de la longitud de onda larga y por 1o tanto de menor
'enetha, los rayos UV no penetran tan bien como los rayos x, pero
son ridpidamente absorbidos por algunos compuestos,
particularmente aquellos que contienen purinas y pirimidinas. Las
pirimidinas timina y citosina, son especlalmente susceptibles y
son dimerizadas por la absorcidn de los rayos UV. Estos dfmeros
distorsionan la h&lice del DNA y bloquean su replicacién futura
(11,16). La relacidn entre dosis de rayos UV y proporcidn de 1la
mutacidn, generalmente no es lineal. La evidencia de muchos
estudios en diferentes materiales, indica que el efecto
mutagénico de 1los rayos UV es indirecto y que involucra
precursores Yy enzimas presentes en la sIntesis del DNA, m&s que
afectar al DNA por siI mismo.

Las alteraciones del DNA inducidas por los rayos UV, son mis
evidentes cuando el proceso de replicacldn se estd 1llevando a
cabo, indicando que los errores ocurren durante el tiempo de
incorporacidn de las bases. En este tiempo, uniones extrafias

entre pirimidinas vecinas rompen el proceso regular de

duplicacidn.

Mecanismos de Reparacidn para el dafioc causado por la luz UV.

El dafnio causado al DNA por irradiacidn con luz UV normalmente
consiste en la formacidn de una unidn covalente entre pirimidinas
adyacentes, particularmente resIduos adyacentes de timina. Los

dfmeros unidos covalentemente se comportan comc cremalleras



descompuestas y bloquean la replicacidn (fig. 2). Este defecto
puede ser reparado enzimiticamente por un proceso recombinacional
de post-replicacidn. Una endonucleasa corta la hebra que lleva el
defecto y excluye los dimeros timina-timina. Los nucledtidos
nuevamente sintetizados, complementarios a la hebra no daiiada son
entonces insertados para llenar el hueco. La ligasa
polinucledtida, sella los extremos de las hebras escindidas y
completa la reparacidn cromosomal (fig. 3).

Defectos de esta clase ocurren aparentemente con bastante
frecuencia, pero pueden ser reparados si solamente una hebra del
DNA duplex es dafiada. 81 las reparaciones son hechas
inmediatamente, las mutaclones no ocurren. Algunas veces sin
embargo, errores del tipo transicidn o transversidn ocurren en el
proceso de reparacidn y ocasionan un dafio permanente o mutacidn.

Las radiaciones UV han sido asociadas con la incidencia de

cincer de la piel en humanos (11).

M N G como mutigeno.
N-metil~N'-nitro-N-nitrosoguanidina, abreviada en la literatura
como M NNG o MN G.

Hs ¢ NH NO,
! N7 Peso molecular: 147.09

V4 5n: o
O=N H Punto de fusidn: 118°C
Forma cristales que van del amarillo palido al rosa cuando .estd
en forma pura,
M N G es escasamente soluble en agua (0.5%) y soluble en

solventes orgdnicos, aunque es 1inestable en ambos tipos de

solventes. La estabilidad mis grande ha sido encontrada a pH 5.



' DIMERO DE TIMINA.

Fig. 2 EFI;]éTO'DIRECTO DE LA LUZ UV SOBRE PIRIMIDINAS.
a) Hidrélisis de citosina a un producto que puede causar
. " 'desapares y por lo tanto resultar en un cambio
mutacional.
b) Unidén de moléculas de timina en la formacién de un
dfmero de timina, el cual bloquea la replicacién y

entonces crea una mutacidn.

10



t - .
ARRTRI s Y v S Cl ook FE e

DINUCLEOTIDO REMOCION DEL DEFECTO G D

TIMINA-TIMINA

Fig. 3. Mecanisino de reparacién para el dafio causado por la luz
UV a una hebra de un DNA duplex.
E1l segmento daiiado de una hebra es despegado de ella y
nuevos nucledtidos complementarios a los de la hebra no’

dafiada son insertados en el hueco que deja &ste.
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La estabilidad en buffer depende de la temperatura, pH, fuerza
i8nica y tipo de sal en el buffer (14).

La descomposicidn de M N G en buffer de fosfatos 0.1 M a 37°C
parece obedecer a una cinética unimolecular.

La liberacién del grupo alkilante es también acelerada por la
reaccion de M N G con aminas, una reaccidn que resulta en 1la
formacidn de nitroguanidinas substitufdas.

El grupo alkil nitrosamino liberado reacciona rapidamente con
nucledSfilos que le rodean, por ejemplo el caso de las bases del
DNA (centros mnucleofflicos) conteniendo dtomos de nitrdgenc u
oxigeno.

El grupo funcional metilante derivado de MNG, reacciona mis
selectivamente que el etilante del etil metano sulfonato, ¥y
aunque si bilen las reaccilones son nucledfilos, podrfa esperarse
fueran preferencialmente mecanismos monomoleculares (SNj) tienen
tambi&n un cierto cardcter bimolecular (SNp) (28).

Desde el descubrimiento de la actividad mutagénica de MNG en
1960, este compuesto ha resultado ser uno de 1los mutdgenos

quifmicos mi3s ampliamente usados.

Quimica Metabolismo y Modo de Interaccidn de MNNG con DNA vy

Protefnas y Efecto Genotdxico de este Agente en Microorganismos.

Interaccidn con Protefnas,

MNNG puede reaccionar con protefnas en dos formas diferentes.
las protefnas pueden ser alkiladas por el grupo metilo liberado,
por descomposicién de 1la MNG, o nitroamidadas por el grupo

guanidino. La afinidad excepcional de MNNG por proteinas,
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particularmente de su grupo nitroguanidino puede ser la razdn de
que la MNNG mds que muchos otros mutdgenos y carcindgenos inhiban
a algunas enzimas importantes. Esfo fue demostrado por reacciones
de marcaje con lag ya sea en el grupo guanidino o metilo con
varias proteInas, in vitro e in vivo (14).

Mientras que el grupo élkilo reacciona tanto con proteinas
como con &dcidos nucléicos, el grupo nitroguanidino reacciona
inicamente con las primeras, ya que s&lo una pequeiia
radiocactividad, derivada del grupo guanidino, pudo ser detectada
en DNA.

Parece ser que las histonas tienen una afinidad 5 veces mds
alta para unirse con el grupo guanidino de MNNG, que 1las

proteInas cromosomales ''mo histonas".

Interaccidn con dcidos nucléicos.

Ha sido demostrado ya repetidamente que la MNNG alkila dcidos
nucl@icos in vitro e in vivo del mismo modo, como lo hacen otros
compuestos nitrosos y otros agentes alkilantes (Roberts, 1978).

Anteriormente el diazometano (C Hp Nz) fue considerado por
muchos investigadores como el intermediario alkilante responsable
de la reaccidn de metilacidén de la MNNG y por lo tanto de sus
efectos genéticos aifin a pH fisioldgico (7). Sin embargo,
experimentos en los cuales se usd un grupo metilo de MNNG
completamente deuterado, demostraron que el producte de
alkilacidn de DNA a pH 6, tiene un peso molecular compatible con
la transferencia del grupo metilo deuterado intacto. Si el

diazometano fuera el intermediario alkilante, el 7-Meg contendria

13



{inicamente dos dtomos de deuterio y no tres como fue encontrado.
Indirectamente, la evidencia que descarta 1la teorfa del
diazometano, viene de experimentos de los efectos mutagénicos de
MNNG completamente deuterada en E. coli. Ahora es generalmente
aceptado que el 16n diazonio C H3 N+2 representa el intermediario
alkilante, el cual ripidamente produce el correspondiente catidn

carbonio (14,28).

Sitios de alkilacidn de dcidos nucléicos.

Propiamente, la reaccién del intermediario alkilante es
predominantemente SNj. La MNNG reacciona con centros
nucleofflicos en el DNA. Se podrfa por lo tanto esperar una
metilacién en los sitlos no s6lo de alta nucleofilicidad, tal
come la posicidn del nitrdgeno 7 de 1la guanina y el nitrdgeno 3
de la adenina, sino ademis en sitios de baja nucleofilicidad tal
como aquellos con oxfIgeno, particularmente oxigeno 6 de 1la
guanina, oxfgeno 2 de la timina, oxfgeno 2 de la citosina o
también en los oxIgenos de la ribosa y del fosfato.

La posicién del nitrdgenoc 7 de la guanina representa el
principal centro nucleofilico en DNA y RNA para todos los agentés
metilantes, 1incluyendo la MNNG, en todos los tipos de cé&lulas

probadas (8).

14



Efecto de Mutdgenos en Levaduras.

En 1las levaduras los mutigenos pueden inducir tres tipos
principales de alteracidn genética:

1) Entrecruzamiento mitético (Crossing - over)

2) Conversidén génica mitdtica

3) Mutaciones

El entrecruzamiento mitStico o recombinacidn intergénica no
altera la informacidn genética como lo hacen las mutaciones, pero
conduce a nuevos arreglos de formas al@licas de un gene en una
célula diploide heterozigota; Zimmermann compard el efecto
mutagénico y recombinogénico de la MNNG y algunos otros mutdgenos
en Saccharomyces y encontrd que las frecuencias de los dos
efectos fueron del mismo orden de magnitud para los diferentes
mutigenos ensayados, excepto con uno de los compuestes de prueba,
el dcido nitroso, en que el efecto recombinogénico fue 10 veces

mis fuerte que su efecto mutagénico (28).

Conversion génica mitdtica

La conversidn génica mitStica 1llamada recombinacidén no
recIproca o 1interal&lica es un proceso que conduce a una
transferencia gené&tica de un segmento de 100 a 1000 nucledtidos
de longitud entre regiones homdlogas de cromitidas de cromosomas
hom&logos (Zimmerman, 1973). Este proceso puede ser facilmente
seguido en diploides hetercalélicos, los cuales llevan dos alelos
defectuosos en el mismo locus. La conversidn génica mitdtica
puede ser inducida con una amplia variedad de mutdgenos, y

probablemente todos los mutagenos activos en levadura pueden

15



también inducir conversidn génica mitdtica.
Zimmermann probd la habilidad de MNNG para inducir conversidn

génica mitdtica en Saccharomyces cerevisiae. La frecuencia de

conversidn fue alta y se alcanzd a dosis de baja toxicidad.

Mutaciones Petite.

La mutacidn petite descrita ya anteriormente puede ser
inducida con una frecuencia relativamente alta en Saccharomyces
cerevisiae. Se ha demostrado en esta espécie que una alta
proporcién de las mutantes petite inducidas con MNG son de tipo
nuclear, mientras que fg luz UV ha causado mutaciones
predominantemente citopldsmicas. Sin embargo, hay reportes de que
dependiendo de la fase del c¢iclo celular, en 1la cual se
encuentren las c&lulas al momento del contacto con la MNNG, este
mutigeno puede dafiar preferentemente al DNA mitocondrial (8).

No obstante, en estudios con Schizosaccharomyces pombe, los

andlisis de tétradas y esporas al azar mostraron que todas las
mutantes petite respiratorio-deficientes, inducidas por MNNG
contenian defectos cromocsomales, 'es decir correspondfan a
mutantes "pet" o segregacionales (8).

En Kluyveromyces lactis, una especie clasificada como petite

negativa, la MNNG también indujo mutantes petite, sin embargo,
todas resultaron nucleares (16).

Muchas de las mutantes iInducidas por MNNG crecen muy
lentamente; también se ha visto que en promedio, 1las mutantes
inducidas por MNNG son menos viables que 1las 1nducidas por

etilmetanosulfonato (22). No es de sorprender este lento

16



crecimiento, pues probablemente las sobrevivientes de un
tratamiento drastico con MNNG son en su mayor parte mutantes
miltiples en otras partes del genoma (22,20).

Mutantes inducidas por MNNG con defectos especfficos en
funciones mitocondriales de ambos origenes, nuclear y
citoplasmico, han sido ya reportadas (1).

Otro tipo de mutaciones como la resistencia a drogas, puede
surgir por mutacidén nuclear o mitocondrial heredada (4,5,9). E1
tratamiento de c@lulas de $. cerevisiae con MNNG produjo mutantes
resistentes unas a eritromicina y otras a oligomicina de origen
cromosomal y citopldsmico. Se ha visto que la frecuencia de estas
mutantes es funcldén de la edad celular (12).

Experimentos hechos sugleren que las mutaciones en levadura
inducidas por MNNG son predominantemente del tipo de substitucidn
en pares de bases (14).

La MNNG tiene una mayor letalidad en c¢&lulas en fase
estacionaria de S. cerevisiae que en células en fase exponencial
y la frecuencia de auxdtrofas en c&lulas en fase estacionaria es

casi dos veces mds alta segiin 1o demuestran algunos autores (12).
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MATERIALES Y METODOS

Cepas de la levadura Kluyveromyces lactis empleadas.

KC5=1D o« , adej, leu, met
KF71-5A a, adep, ura
KF82-4A a, ura

RF82-2C a, ura, his
KA5=-11A o, adej

WM-37 a, his

KA6-8A a, his

KF71-2D &, ura

Reactivos y medios de cultivo.
Amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0
K Hz P 04 2.62 g

Ko HP Q4 7.0 g

Agua destilada cbp 1000 ml

Amortyguador de fosfatos-citrato pH 7.7

Na Hy P 04 (0.2 M) 28 g
Acido cItrico (0.1 M) 2l g
Agua destilada cbp 1000 ml

El rH se ajusta con Na OH 10 N

Amortiguador de fosfato-glucosa.
Solucidn de glucosa 117 mM
Solucidn de K Hy P 04 200 mM. FEl pH de esta solucidn

ajusta a 4.5 con Na OH
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Composicidn : 100 partes de la solucidn de glucosa, 8.7
partes de la solucidn de K Hz P Oy.

Solucidén de N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (20 pg/ml)

Se disuelven 5 mg de M-N-N-G en 250 ml de solucidn

amortiguadora de fosfato citrato pH 7.7

Solucidén de N-metil=N'-nitro-N-nitrosoguanidina (100 }Lg/ml)
Se disuelven 25 mg de MNNG en 250 ml de solucidén amortiguado-
ra de fosfato-citrato pH 7.7.

Las soluciones de M-N-N-G son preparadas inmedlatamente antes
de usarse.

Solucidén de P -glucuronidasa de concentracion 2 mg/ml.
Solucién de P -glucuronidasa de concentracidn 10 mg/ml.
Solucién de Tween 80 al 0.5% en agua.

Acelte de parafina Sigma.

Medio completo con glucosa YPAD.
Extracto de levadura 1.02 (P/V)
Peptona de gelatina 1.0% (P/V)
Dextrosa 2.02 (p/V)
Agar 2.0% (P/V)

Sulfato de adenina 80.0 vg/ml

Medio completo con glicerol YPAG.
Extracto de levadura 1.02 (RP/V)
Peptona de gelatina 1.0%2 (P/V)
Glicerol 3.0% (v/V)

Agar 2.0% (BP/V)
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Sulfato de adenina 80.0 ,lg/ml

Medio completo con glucosa y glicerol YPADG,

Extracto de levadura 1.0 X (BP/V)
Peptona de gelatina 1.0 2 (P/V)
Dextrosa . 0.2z  (P/V)
Glicerol ‘ 302 (VW
Agar 2.0% - (P/V) L
Sulfato de adenina 80‘.0» .}\g/mi‘

Medio completo con etancl Y P A'E e

Extracto de levadura E . S 1.0% (P/V) -

Peptona de gelatina o 1,02 (P/V)
Etanol absoluto ' 73.01 {v/v)
Agar ) 2.02 (P/V)
Sulfato de adenina 80.0 }xg/ml

El etanol se esterilizd por filtracidn, adiciondndose al
resto del medio una vez que &ste estuvo estéril y a una

temperatura inferior a los 45°C.

Medio completo con lactato Y P A L.

Extracto de levadura 1.0% (B/V)
Peptona de gelatina : 1.02 (P/V)
Lactato de sodio al 50% 2,02 (V/V)
Agar 2.02 (P/V)
Sulfato de adenina ‘. 80.0 Pg/ml

Medio mInimo S D

Base nitrogenada de levadura ’
libre de aminodcidos (DIFCO) 0,672 (P/V)
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Dextrosa 2.0% (p/V)

Agar 2.0% (BP/V)

Medio con extracto de malta
Extracto de malta 5.0 (P/V)

Agar : 3.0% (P/V)

Medio mfnimo con aminodcidos
Base nitrogenada de levadura

libre de aminodcidos (DIFCO) 0.67% (P/V)

Dextrosa 2.0% (p/V)
Agar 2.0 (P/V)

Los aminodcidos y bases piliricas se adicionan al medio en
diferentes combinaciones para formar medios selectivos
carentes de uno o varios aminodcidos. La concentracién final

de aminodcidos o bases en el medio fue la siguiente:

Sulfato de adenina 2.0 mg X (P/V)
L-arginina 2.0 mg Z (P/V)
L-histidina-HC1 2.0 mg X (P/V)
L-leucina _ o 3.0 mg T (P/V)
L-lisina ; 3.0 mg X (P/V)
L-metionina ) ) - 2.0 mg Z (P/V)
L-triptofano : » ’ 2.0 mg X (P/V)
Uracilo ‘7; e 2.0 mg % (P/V)

Medio de agar-tetrazolio T .T C %

Cloruro de trifenil tetrazolio k 0.5 g

Glucosa 5.1 g
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Agar 15.0 g

Se afora a un litro con agua destilada

Preparacién: 5.1 g de dextrosa + 15 g de agar se aforaron a 1l
litro con agua destilada y se esterilizd por 25 minutos en
autoclave. Una vez esterilizado se le adicionaron 0.5 g de
cloruro de trifenil tetrazolio y se agitd suavemente. Ya
disuelto el TIC se esperd a que el medio tuviera wuna
temperatura entre 452 C -~ 50°C antes de verterlo sobre las

colonias de levadura.

Medio de diseccién

Ion agar 1.52'(P/v)‘"
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Las mutantes aisladas en este trabajo derivan de la levadura

Kluyveromyces lactils cepa KC5~1D : oc, adej, leu, met, sometida a

mutagénesis con N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina [ luz

ultravioleta.

Curvas de supervivencia.

Se elaboraron con objeto de ver qué dosis de mutdgenos y
tiempo de accidn de estos eran los mds eficientes en la induccién

de las mutantes deseadas.

Curvas de Supervivencia con N-metil-N'-nitro-=N-nitrosoguanidina.

Se utilizé un cultivo fresco de 24 horas de la cepa KC5-1D,
el cual fue puesto en contacto con la droga a diferentes dosis y
tiempos, tomando muestras en cada uno de ellos, para poder
determinar el tiempo en el cual se podia obtener el mayor niimero
de mutantes viables; basdndonos para ello en que estudios ya
reportados dicen que esta probabilidad es mayor cuando la
poblacidn celular mutagenizada decrece hasta un 10% de
supervivencia, pues se ha visto que a una supervivencia mayor las
células no alcanzan un estado mutante estable y tienden a
revertir muy pronto; Yy a una supervivencia menor la letalidad en
las células es mayor y por tantoc muchas mutantes posibles se
pilerden, logrando aislarse s&lo unas cuantas (1,28).

Tambi&n se probaron dos dosis para precisar cual era mis
efectiva, pues se deseaba que el efecto tdxico de la droga fuera
tal, que sin ser-totalmente letal si fuera capaz de producir una

mutacidn en las cé&lulas.
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Técnica:

1.- Tres asadas (con una asa de siembra de 3 mm. de didmetro) de
un cultivo fresco de 24 horas de la cepa a mutagenizar, se
suspenden en un tubo con 10 ml. de amortiguador de fosfatos pH
7.0 con objeto de tener una concentracidn de 108 c&1/m1, pues
calculando que una asada completa contiene 4.5x108 c&lulas, tres
asadas de células suspendidas en 10 ml dardn una concentracidn
aproximada de 1.35 x10% c&1/ml. Esta concentracidn se confirma
contando las cé&€lulas en una cdmara de recuento celular de
Neubauer.

2.~ La solucién de nitrosoc metilguanidina (MNNG) debe ser
preparada Jjustamente antes de ser usada, pues la MNNG sufre
ripida descomposicidén en estas condiciones. Disolver 5 mg de MNNG
en 250 ml de amortiguador de fosfatos citrato pH 7.7 estéril,
contenido en un matraz Erlenmeyer de 500 ml, todo esto en
condiciones estériles. Agitar hasta disolucidén completa.

3.- 10 ml de la solucidn de MNNG se colocan en un matraz
Erlenmeyer de 50 ml estéril, y 10 ml de amortiguador de fosfatos
citrato sin MNNG se colocan en un segundo matraz, el cual servird
como testigo. Los matraces se preincuban por 5 minutos a 30°C con
objeto de que las soluciones tomen la temperatura deseada al
momento de adicionar las c&lulas; al cabo de este tiempo, 1los
matraces son inoculados con ! ml de la suspensidn celular
preparada en el paso 1l y en este momento se toma la primera
muestra, que corresponderd al tiempo cero; y a partir de aqul se
toman alfcuotas de estos matraces cada 10 minutos durante dos
horas. La incubacidn se lleva a cabo en un bafio de agua a 30°C

con agitacildn constante.
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Cada muestra tomada es diluida en una serle de tubos
conteniendo cada wuno 10 ml de amortiguador de fosfatos pH 7.0,
hasta tener para los testigos, que Serin las muestras incubadas
s6lo en amortiguador, wuna dilucidn de 103 Yy para los problemas
diluciones que van desde 103 hasta 10°. De estas diluciones
finales se sembrardn alfcuotas de 0.Z ml en cajas de Petri con
medio YPAD con objeto de que crezcan aproximadamente 200
colonias en cada caja. Al tomar las muestras de los matraces,
éstas se colocan inmediatament en bafio de hielo para que el
mutigeno ya no siga actuando. Una vez que se han sembrado todas

las muestras, se incuban en una estufa a 30°C por un perlodo de

tiempo que puede ir de 48 a 72 horas o un poco mis, dependiendo
del crecimiento que vayan teniendo las colonias supervivientes.
Normalmente a las 72 horas ya se observan colonias definidas, las
cuales se clasifican por tamafios en: chicas, medianas y grandes.
Se procede a contar las colonias y asI estimar el verdadero
porcentaje de supervivencia obtenido de acuerdo con el
crecimiento en los testigos.

A partir de las curvas de supervivencia se determina el
tiempo al cual se obtiene el 102 de superviviencia y es a este
tiempo al que se efectiian propiamente ya las mutagénesis, ahora

8! seleccionando todas las mutantes posibles,
Aislamiento de mutantes. Pruebas selectivas de identificacidn.

Una vez que se han desarrollado las colonias supervivientes

después de la mutagénesis, se seleccionan las posibles mutantes
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respiratorio-deficientes replicando estas colonias en medio YPAG;
este medio es sSelectivo para aislar mutantes con deficiencia
respiratoria por contener glicerol, el cual es un sustrato no
fermentable y por tanto las colonias con esta deficiencia, no
podrin desarrollarse en este medio. Las colonias replicadas en
medio con glicerol, se incuban a 30°C durante 48 a 72 horas, para
asegurar que efectivamente las posibles mutantes no crecen en
glicerol; al cabo de este tiempo, se sacan de incubacidn y se
comparan con las que se tienen en YPAD, selecclonando todas
aquellas colonias, que habiendo crecido en YPAD, no muestren
desarrollo alguno en medio YPAG. Después de esta primera
seleccidn se crecen nuevamente en medio completo y se vuelven a
probar una vez mias en glicerol, pero ahora diluyendo cada colonia
en 0.2 ml de amortiguador de fosfatos y sembrando por gota en
ambos medios (medio con dextrosa y medio con glicerol com ayuda
de un cepillo de siembra). Las cajas se incuban a 30°C durante 72
horas, observando su desarrollo cada 24 horas y al cabo de este
tiempo, se comparan los crecimientos en ambos medios. S1i 1las
colonias consideradas como posibles respirat&rio deficientes
persisten en no crecer en glicerol, podemos considerar mayor la
probabilidad de que efectivamente lo sean, ya que pudiera ser que
no se tratara realmente de una deficiencia respiratoria, sino que
estas colonias tinicamente tuvieran alterada alguna via
relacionada con el metabolismo del glicerol. qu tanto, las
colonias aisladas se siembran en medios con otros sustratos como
lactato y etanol que requieren una mitocondria funcional para su
metabolismo; la ausencia de crecimiento en estos medios, permite

descartar dque la deficiencia sea a nivel del metabolismo del

.
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glicerol y nos hace suponer que la mutacidn sufrida por estas
células, alterd realmente su capacidad respiratoria, debido a un

dafio ya sea a nivel del DNA nuclear o mitocondrial (3).

Prueba de reduccidn del colorante Rojo de Tetrazolio.

Las mutantes de levadura respiratorio deficientes no reducen
clertos colorantes redox, tales como el cloruro de trifenil
tetrazolio para formar un rojo de formazin (10).

Para detectar mutantes respiratorio deficientes en wuna
poblacidn mixta, las c&lulas de levadura son sembradas en placas
con medio diferencial de YPADG. Se calcula sembrar una dilucidn
de células, que de un crecimiento aproximado de 200 colonias en
cada caja de YPADG. Una vez que se tiene crecimiento en este
medio, se cubren las cajas con una capa de medio agar-tetrazolio
¥ se guardan en la oscuridad. El desarrollo del color puede
tomar varias horas. Las células que respiran normalmente se
tornaran rojas, mientras que las colonias respiratorio-

deficientes permanecen blancas o toman un color levemente rosado.
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Procedimiento.

1.~ Placas de YPADG previamente sembradas y en las cuales ya
hayan desarrollado colonias aisladas en un niimero de 200 colonias
por caja.

2.- E1 medio de agar tetrazolio a 450C es vertido suavemente
sobre la superficle de la placa de YPADG hacfia la orilla externa
hasta qﬁe cerca de la mitad de 1la superficie sea cubilerta.
Entonces 1la placa es inclinada suavemente para cubrir la mitad
remanente de la superificie. 81 la capa de medio es vertida
demasiado rapido, esto causard que las colonias se disgreguen.
3.~ Incubar las placas en un cuarto de temperatura constante en

un compartimento obscuro, dado que la luz interfiere con el

desarrollo del color (De una a tres horas pueden ser suficientes
para ver el desarrollo del color).

Las colonias respiratorio-deficientes deberdn ser pequefias y
blancas, o casi blancas, mientras que las respiratorio-

competentes reducirdn al colorante, acumulando el formazdn que

las tefiird de rojo.

Mutagénesis con luz ultravioleta.
A partir de un cultivo fresco de 24 horas se toman tres

asadas de células que se diluyen en un tubo conteniendo 10 ml de

agua, @&sto nos dari una concentracidn aproximada de 108 cel/ml,
cifra que se verifica contando las c&lulas en una cdmara de

Neubauer para saber qué nimero de cé&lulas se mutageniza

realmente.

La lampara de luz UV para la mutagénesis estd dentro de una
f
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campana de vidrio y su poder radiante es de 19 erg/mmzlsgg. Esta
lampara se enciende 15 minutos antes de iniciar la mutagénesis
con objeto de esterilizar el ambiente. La mutagénesis se efectia
en la obscuridad, asf como las diluciones y siembras posteriores
como medida para evitar la reparacidén por foto-reactivacidn.

La suspensidn celular se vacIa en una caja de Petri de
vidrio previamente esterilizada y envuelta en papel de aluminio,
la cual se destapa al momento de comenzar & irradiar. Durante la
irradiacidn la suspensidn debe de estar en agitacidn contfnua con
objeto de que aquélla sea homogénea; para ello se wutiliza un
agitador magnético. Desde el momento en que las cé&lulas son
expuestas a la luz UV se comienzan a tomar mnuestras cada 20
segundos por espaclo de 5 minutos, tomando la primera al tiempo
0. Cuando ya han sido tomadas todas las muestras se preparan con
ellas diluciones: 103, 104, 103 y se siembran alfcuotas de 0.2 ml
de cada una, en cajas de medio completo de YPAD para ver a qué
diluciSn se tienen 200 colonias por caja. La muestra testigo se
toma de la suspensidn celular antes de irradiarla.

Las cajas sembradas se cubren con un pafic obscuro para
protegerlas de la luz y se incuban a 30°C durante 48 a 72 horas;
al cabo de este tiempo, se observa si ya hay formacién de
colonias y s8i es asi, se procede a contarlas con objeto de
elaborar la curva de supervivencia ¥y poder determinar el
procentaje de colonias viables a diferentes tiempos.

En el caso de la luz UV, se seleccionaron los tilempos que
registraron 1 y 10 de supervivencia, pues se considera que a

estos porcentajes se obtienen mutantes mis estables. Ya
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determinados estos tiempos las mutagéfnesis posteriores con UV se
hacen hasta alcanzar sflo el 10X y el 1% de supervivencia y las
posibles mutantes aisladas se seleccionan en igual formz que las
obtenidas por tratamiento con MNNG; haciéndoles tambi&n pruebas
en lactato, etanol y la prueba de reduccidn del tetrazolif

Las posibles mutantes aisladas se someten continu=mente a
purificacidén con objeto de estabilizar el cardcter mutaute, pues
pudiera ser que una colonia reversa apareciera y al ser
competente respiratoria crecilera mas rapido y en poco tiempo
dominara la poblaciédn, enmascarando asiI a las células
respiratorio-deficientes.

Esta purificacién junto con la prueba de crecimiento en

glicerol, se efectiia por lo menos cada 30 dias.

Determinacidn de Jos marcadores de auxotrofia de las amutantes

aisladas.

Ya que para la caracterizacidn genética, es preciso cruzar a
las mutantes coa cepas respiratorio—competentes, se les
determinan sus marcadores de auxotroffa, pues en las cruzas las
cepas deben tener marcadores complementarios para que pueda haber
crecimiento de los zigotos en medioc mInimo. La determinacisn de
marcadores de auxotrofia, tambi&n nos dird si los mutigenos
empleados, aparte de inducir mutaciones con cardcter respirato-
rio-deficiente, produjeron simultineamente mutaciones auxorr&fi-
cas. Para ello probamos a las mutantes en medio mInimo y medio SD
suplementado con diferentes combinaciones de aminodcidos.

Una vez sembradas todas las mutantes en cada medio

selectivo, se incuban a 30°C se espera su crecimiento em: cada
y P ,
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uno de los medios, en un término de 24 a 48 horas, al cabo del
cual se hacen las lecturas de las cajas, comparando el
crecimiento en cada medio con respecto al crecimiento en medio
completo y se ve entonces qué requerimiento adicional mnecesita

cada mutante para crecer.

Pruebas para determinar factor de compatibilidad.

Puesto que para que haya conjugacidn entre dos cepas &stas
necesitan ser de factor de compatibilidad opuesto, fue preciso
determinar é&ste en cada mutante para poder llevar a cabo 1los
experimentos de cruza con las cepas; aunque en principio se
supone heredan el de la progenitora y é&ste no se ve alterado
durante la mutagénesis.

Para esto, se escoge una cepa cuyo factor de compatibilidad
es conocido vy complemente en cuanto a marcadores de auxotrofia
con las mutantes. Se eligen cepas de factor a y cepas de factor
o, y dependiendo con cual de ellas se crucen las mutantes, el
factor de @&stas serd contrario al de la cepa con la cual hubo
conjugacidn.

Para cruzarlas es necesario partir de cultivos frescos de 24
horas. Las cruzas se efectdan en medio de extracto de malta de la
siguiente manera:

En un volumen de 0.5 ml de amortiguador de fosfatos se
resuspende un inSculo de la cepa mutante y también se coloca un
indculo de la cepa de factor conocido. Se mezclan muy bien ambas
cepas y por medlio de un cepillo de siembra se depositan gotas de
esta mezcla sobre placas con medio de extracto de malta; las cajas

se incuban a 30° C durante 24 a 96 horas, haciendo observaciones
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al microscopio cada 12" horas en busca de zigotos. La presencila de
zigotos serd indicio de que ha habido conjugacidén entre las
cepas. Independientemente de la observacidn al microscopio, se
replican los cultivos de la cruzaen medioc minimo a las 24 y a las
48 horas de haber cruzado las cepas, pues puede Ser que en
ocasiones los zigotos no se lleguen a ver debido a que su nimero
sea escaso, pero la aparicidn de colonias en medio SD es indicio

de que 81 hubo cruza.

Caracterizacidén de las mutantes.

Al caracterizar genéticamente a las mutantes obtenidas,
estaremos en,condicones de determinar si la mutacién sufrida es
de origen nuclear, o por el contrario si se trata de una muta-
cidn extracromosdmica sufrida en la mitocondria, ya que se trabaja
con mutantes respiratorio-deficientes. Esto se determinara
basdndose en el tipo de segregacidn que d€ el caracter mutante al
cruzar a las cepas; se sabe que cuando la mutacién es de tipo
nuclear la segregacién de ésta sigue las leyes de Mendel y por el
contrario, cuando es de origen citopldsmico muestra un patrdn
diferente al Mendeliano. Por tanto, para estudiar el tipo de
herencia de las mutantes, se cruzan con cepas respiratorio
competentes. Para los experimentos de conjugacifn nos apoyamos en
el hecho de que en algunas especies de levaduras y entre ellas

Kluyveromyces lactis, las cé&lulas haploides de factor de

compatibilidad opuesto se cruzan y pasan por una fase diploide,
la cual en condiciones normales es 1nestable y por tanto
susceptible de sufrir meilosis y esporular formando ascas que
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encierran &4 ascosporas (retornando asi la levadura a la fase
haploide), 1las cuales al germinar nos permitirin estimar de qué&
manera segregaron las mutantes con respecto al cardcter
respiratorio-deficiente (25). E1 método de cruza ya ha sido

detallado.

Aislamiento de diploides para ver el tipo de segregacién mitStica

Una vez que ha sido detectada la conjugacidn por crecimiento
de diploides en medio minimo se procede a hacer una resiembra de
ellos en el mismo medio, pero ahora por dilucidn, para que
crezcan colonias aisladas. Esto tiene por objeto estabilizar el
fenotipo de 1las clonas zigéticas, ya que éstas en el primer
cultivo de SD todavia no tienen un genotipo extracromosdmico
estable (y por tanto su segregacifn puede ser muy variable), esto
se logra al dejar transcurrir aproximadamente 40 generaciones,
que se calcula se alcanzan durante su segundo aislamiento en
medio SD. Una vez que se detectan colonias aisladas en este
medio, con un didmetro aproximado de 1 mm, gse replican en medios
selectivos y en extracto de malta para inducir la esporulacidn.

A pesar de que el estado diploide en esta levadura es sdélo
transitoric, en medio mfnimo, este estado se puede mantener por
varias generaciones.

Los diploides se replican en medio con glicerol para ver 1la
segregacidn mitdtica con respecto al cardcter respiratorio-
deficiente y en medio completo que servird como testigo. Los
cultivos se incuban a 30°C de 24 a 48 horas; al cabo de este
tiempo se cuenta el niimero de colonias diploides que crecieron en

glicerol ¥y de acuerdo a este resultado se determina si 1la
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mutacidén de deficilencia respiratoria es de cardcter
extracromosdémico o nuclear, y en este dltimo caso si es dominante
o recesiva; s1 se registra wun 100%Z de crecimiento de los
diploides en glicerol, esto indicarfa que la mutacién es de tipo
recesivo, pero si por el.contrario no hubiera crecimiento,
significaria que es de cardcter dominante. Por otra parte, si
hay una mezcla de clonas que crecen y otras que no lo hacen, se

podrd sospechar que la mutacidn es extracromosdmica.

Determinacidn de segregacidn meidtica por ailslamiento y andlisis

de tétradas.

Cuando 1las c@lulas replicadas en medio de extracto de malta
comienzan a esporular, se procede al aislamiento de las esporas,
lo cual se puede hacer por dos técnicas: diseccidn de tétradas y
andlisis de esporas al azar.

Diseccidn de Té&tradas:

Consiste en la digestidn de la pared del asca y en la
separacidn de las esporas por medio de una aguja bajo el
microscopio; para que una vez aisladas las esporas, procedentes
de cada asca, sean puestas a germinar por separado, pero en forma
ordenada, de tal manera que sea posible identificarlas como
procedentes de una misma tétrada.

La disecclidn de t@tradas se hizo sigulendo la técnica de
Mortimer y Hawthorne (19): una vez que se tiene a las cé&lulas
esporulando en medio de extracto de malta se toma una pequeiia
muestra del cultivo y se suspende en 0.3 ml de agua estéril, se

agita hasta tener una suspensidn homogénea y se adicionan 0.1 ml
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de la enzima = glucuronidasa (2 mg/ml), se agita nuevamente y se
deja jactuar la enzima por espacio de 10 minutos, con objeto de
que la enzima digiera la pared del asca y libere las esporas.

Se hacen observaciones al microscopio para ver el momento en
que la mayorfa de las tétradas han sido liberadas, pero sin que
las esporas se disgreguen, cosa que puede suceder si la enzima se
deja actuar mis tiempo. Cuando la mayorfa de las ascas se ha roto
se para la reaccidn poniendo la preparacidn en hielo.

En un bloque de medio de agar purificado al 1.5%Z se pone una
asada de la muestra ya digerida en posicidn horizontal, este
bloque va montado en una cdmara especial que se colocard sobre la
platina del microscopio, bajo el cual se harin las disecciones con
ayuda de wun micromanipulador Leitz y una aguja de vidrio muy
delgada. Una vez separadas las esporas de varias tétradas, se
deposita el bloque de agar sobre una caja con medio completo para
que germinen &stas y se incuban a 30°C durante 48 a 72 horas.
Una vez que las esporas han formado una colonia, se cuentan y se
obtiene el porcentaje de germinacidn y entonces se pasa una por
una, ordenandolas de acuerdo a su tamafio a una caja con medio de
YPAD, esparciéndolas suavemente con un palillo estéril. Una vez
que han desarrollado se replican en medios selectivos para ver el

tipo de herencia que muestran.

Andlisis de esporas al azar.

Este andlisis aparte de darnos informacifn sobre la
segregacién meiStica, tambi&n nos permite establecer pruebas de
ligamiento o detectar eventos de recombinacidn entre genes.

La té&cnica consiste en que una vez que se tienen los
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cultivos esporulando, se toma un indculo de estas c&lulas y se
suspende en 1 ml de agua estéril, se adiciona 1 ml de
glucuronidasa (10 mg/ml) dejdndose actuar a la enzima por 30
minutos hasta que las ascas sean digeridas; cuando la mayoria de
las tétradas estdn libres se separan las esporas por medio de
sonicacidn. El tiempo de sonicacidén varfa de 4 a 7 minutos,
dependiendo de cada cepa; por lo que durante este proceso deben
hacerse inspeccifones al microscopio para asegurarse de que no se
estdn destruyendo las esporas.

Luego de separar completamente las esporas se procede a
aislarlas de las c€lulas vegetativas que tambi&n se encuentran en
la poblacidn; para esto se adiciona a la suspensidn 1 ml de
aceite mineral y se agita muy bien; despu@s se dejan separar las
dos fases que se formaron: acuosa y lip¥fdica. En la fase oleosa
quedardn suspendidas sSlo las esporas y las células vegetativas
quedardn asentadas en la fase acuosa, esto es debido
probablemente a la diferente constitucidn de la pared celular de
las esporas con respecto a las c&lulas vegetativas, que hace que
tengan diferente afinidad por el aceite, permitiendo esto su
separacidén (24,27).

Ya separada completamente la fase oleosa, se toma una
muestra de ella y se observa al microscoplo para constatar que
efectivamente en ella, s&lo han quedado las esporas; entonces se
toma la fase oleosa con mucho cuildado y se transfiere a un tubo
con 10 ml de agua y a partir de €l se hacen diluciones: 105, 104
b4 103, de las cuales se siembran alfcuotas en placas de YPAD,

incubandose @&stas a 30°C durante 48 a 72 horas, tiempo que

36



tardaran en germinar aproximadamente las esporas.

Los tubos de agua para las diluciones contienen el detergente
tween 80 a wuna concentracidn de 0.5%Z con objeto de que 1la
suspensidn sea mas homogénea ya que lo que realmente tenemos es
una emulsidn del aceite con el agua y esto hace diffecil 1la
homogeneizacidn de la mezcla.

Cuando las esporas han germinado se las crece en medios
selectivos y se les determina el tipo de segregacidn que muestran

(24,25,27).

Curvas de crecimiento.

Fue preciso elaborarlas ya que los estudios de oximetria,
andlisis de citocromos, asf como las cruzas, requerIan que las
células se encontraran en fase estacionaria de crecimiento y el
tiempo al cual la alcanzan se obtuvo realizando una curva de
crecimiento de cada cepa. Esta curva tambi&n permitié conocer el
tiempo medio de generacidn de las mutantes y relacionarlo con el
de 1la cepa progenitora, dato que es importante, pues nos
permitird saber la extensidn del dafio en las mutantes con
respecto a la progenitora y qué tanto difleren las mutantes entre
sf.

Para las curvas de crecimiento, se suspendid un indculo de
un cultivo fresco de 24 horas de la cepa en estudio, en matraces
nefelométricos conteniendo 100 ml de medio YPAD a una
concentracidn celular de 106 c&lulas por ml de medio. Los
matraces sSe incuban a 30°C en agitacidn constante y a partir de
este momento se registré la densidad &ptica cada 30 minutos en un

fotocolorImetro Klett-Summerson a 640-700 nm (filtro rojo), hasta
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que se alcanzd la fase estacionaria del cultivo. Se hizo una
grafica de densidad dptica contra tiempo en papel semilogaritmico
y de aquf se obtuvo el tiempo en el cual las cepas llegaban a la
fage estaclonaria, asI como el tiempo medio de generacidn de cada

cepa.

Medida de la capacidad respiratoria.

El consumo de oxIgeno por las mutantes también nos mostraria
el grado de deficiencia respiratoria de éstas, por tanto, se
realizaron oximetrfas con cada una de las cepas mutantes, la
progenitora y alguna otra cepa silvestre con el fin de relacionar
el consumo de oxfgeno de las mutantes, con cepas resplratorio-
competentes.

Se hicieron cultivos en medio lIquido y una vez que estos
alcanzaron la fase estacionaria de crecimiento, se colectaron las
células del medlo por centrifugacifn a 3500 rpm durante 6
minutos, lavindose luego tres veces con agua destilada estéril,
todo esto también en condiciones estériles; después de lavadas,
las cé&lulas se resuspendieron en el minimo voliimen de agua,
aproximadamente 0.5 ml de agua y se determind el consumo de
oxfgeno en un oxImetro equipado con un electrodo de Clark y un
graficador; la determinacidn se llevé a cabo colocando 200 ul de
la suspensidn celular en 3 ml de amortiguador de fosfato—glucosa
pH 4.5 y se detectd el consumo de oxIgeno de cada cepa.

Para relacionar el oxIgeno consumido por cada cepa, con la
cantidad de cé&lulas de ésta que se emplearon, se determind el

peso seco de la muestra de la siguiente manera: 24 horas antes
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del experimento, se pusieron planchetas en un horno a 60°C hasta
que alcanzaron un peso constante; despu€s se tomd una muestra de
200 ul de la suspensidn celular ya lavada y resuspendida y se
depositd en la plancheta, se volvid a secar en el horno por 12
horas, hasta que la muestra estuvo seca y por diferencia de pesos
se obtuvo el peso seco de las muestras, el cual al relacionarlo
con el consumo de oxIigeno nos permitid medir el oxIgeno consumido

por minuto, por mg de peso seco de levadura.

Pruebas Bioquimicas.

Una de ellas es ver el grado de alteracidn de los citocromos
de 1la cadena respiratoria, mediante el andlisis cualitativo de
los espectros de citocromos.

Las mutantes respiratorio-deficientes presentan
anormalidades en su composicidn de citocromos, de tal manera que
los citocromos "b" y "a + a3" se encuentran muy disminufdos o
ausentes; razdn por la cual el andlisis de citocromos en las
mutantes aquf obtenidas, confirmard su cardcter respiratorio-
deficiente y nos dard una idea mas precisa del dafio sufrido (17).

Para el anilisis de citocromos tambi&n se parte de 1las
c€lulas en fase estacionaria de crecimiento, preparadas en igual
forma que para los experimentos de oximetria.

Una vez dque se tiene el paquete celular ya lavado vy
resuspendido en un volumen de agua igual al que ocupan 1las
c€lulas, se hace una cuenta de c€lulas de esta suspensidén en una
cdmara de Neubauer y de acuerdo a ella se hace 1la dilucidn
necesaria para tener la concentracidn requerida en la determina-

c1én de espectros, que es de 1010 c&1/3ml. Una vez que se tiene
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egta concentracidn se toman 3 ml de ellz y se vierten en una
celdilla a la que se agrega una plzca de bisulfito de sodio, el
cual reducird los citocromos. Esta suspensida debe agitarse antes
de correr el espectro, pues algunas cepas de levadura tienden a
sedimentarse con cilerta raplidez. Como blanco, se emplea una
solucidn de leche, preparada con leche descremada "Difco", que
contenga 1.35 g de leche en 9.4 ml de agua, y a partir de esta
soluc1dn se hacen diluciones: 2:5, 1:5, ¥ 1:10, enplesndose la
dilucidn de leche mas apropiada.

Una vez que se tiene el blanco y las mzestras de c&lulas, se
corre el espectro de absorcidn de citocromcs en un rango de 480 a
615 rm. Para esta determinacidn se usd = Espectrofotdmetro

Perkin-Elmer de doble rayo, con la cepa prozenitora como patrdn o

testigo.

Pruebas de alelismo.

Como punto final de este estudio, se realizaron pruebas de
alelismo con las mutantes con objeto de sader si la mutacidn de
deficiencia respiratoria que impide crecer a las mutantes en
glicerol, estdi en el mismo locus en 1l=s distintas mutantes
obtenidas, o por el contrario si se encuentran en diferentes
sitios del genoma.

Para esto fue necesario cruzar a las mutantes entre siI y
despu@s ver si los diploides surgidos de esca conjugacidn, aiin
siendo las dos progenitoras respiratorio-deficientes, eran
capaces de crecer en medio con glicerol.

Como todas las mutantes resultzron de factor de
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compatibilidad e¢, no era posible cruzarlas, a menos que hubiera
fendmenos de homotalismo entre ellas, lo cual en K. lactis
depende de cada cepa en particular. Para poder cruzarlas fue
necesario realizar una cruza de las mutantes con cepas de factor
de compatibilidd opuesto, o sea cepas a, con el objeto de que en
la progenie se tuvieran aparte de esporas e« esporas a con el
cardcter de deficlencia respiratoria. Se tratd por lo tanto de
aislar todas aquellas esporas de factor de compatibilidad a que a
su vez mostraran crecimiento negativo en glicerol y que fueran de
marcadores de auxotroffa complementarios con las mutantes =t,
para que la cruza se pudiera efectuar.

Para determinar el sexo de las esporas se emplearon las

cepas siguientes:

Cepa Factor de compatibilidad Marcadores de auxotrofia
KA5-4C a ade

KAS—-11A oL adej

WM-37 a his

KF71-5A a adey, ura
KF82-2C a ura, his

Una vez que se tuvieron las cepas respiratorio—deficilentes
a, se cruzaron con las -: para determinar si las mutaciones de
deficiencia respiratoria se localizaban en el mismo locus o en un
locus distinto. Después de confirmada 1la conjugacidn por
observacién de =zigotos al microscoplio y aislamiento de 1los
diploldes formados en medio mInimo, estos se replicaron en medio

con glicerol para observar si habfa crecimiento en este medio.

El crecimiento de los diploides en glicerol serd indicio de
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que las mutaciones que impiden el crecimiento en este medio estdn
en sitios diferentes del genoma, es decir, dque son no alélicas.
Pero si no se observa crecimiento en glicerol, esto indicarfa que
se trata de mutaciones en un mismo locus, es decir, que las

mutaciones son alé&licas.
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RESULTADOS

KC5-1D fue 1la cepa de la ‘levadura Kluyveromyces lactis

seleccionada para inducir en ella mutantes respiratorio-
deficientes; usando como mutdgenos luz ultravioleta y N-metil-N'-—
nitro-N-nitrosoguanidina (MMNG).

Antes de someterla a mutagénesis, la cepa se purificd para
tener la seguridad de que se trabajaria con c@lulas provenientes
de wuna misma colonia y por lo tanto con una poblacidén mds homo-
génea. Una vez purificada, se le comprobaron sus requerimientos de
auxotroffa. A esta cepa, aiin teniendo requerimientos auxotr&ficos
la llamamos silvestre, porque lo es con respecto al cardcter
mutante que se persigue inducir en ella.

Los marcadores de auxotroffa determinados resultaron ser los
mismos de la cepa original.

Una vez comprobado el fenotipo de la cepa, que fue: ade)-,
leu™, met~, se realizaron las curvas de supervivencia empleando
separadamente los dos mutdgenos elegidos.

Se realizaron varias curvas de supervivencia con los dos
mutdgenos y todas ellas resultaron coherentes, mostrando s&lo una
pequeiia variacidén con respecto al tiempo en que se deberfa dejar
actuar el agente mutagénico, para obtener un 10Z y un 1% de
supervivencia, 9que es lo que se persegufa y determinar la dosis
mis adecuada en el caso de la MNNG. Para 1lustrar esto, Se
muestran algumnas curvas de supervivencia con los mutdgenos
empleados (Figuras 4,5,6 y 7).

Como puede apreciarse, al mutagenizar la cepa KC5-~1D con
MNXG se obtuvieron resultados diferentes segilin la dosis empleada,
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Cuando se mutagenizd con una dosis de MNNG de 20 ‘pg/ml, el
tiempo en el que se alcanzd el 10% de supervivencia fue en
promedio, de 120 minutos; para obtener el 1% se requeririan
tiempos de tratamiento muy prolongados. A la dosis de 100 Pg/ml,
el 10X de supervivientes se obtuvo a los 55 minutos. Valorando
estos datos se eligld la dosis de IOO‘Fg/ml, porque nos permitid
alcanzar un 10% y un 1% de supervivencia dentro de Ilfmites de
tiempo de tratamiento razonables.

Con respecto a la luz UV se observd que a los 60 segundos,
la supervivencia celular era ya de un 1l0%; mno obstante, también
se mutagenizd hasta un 1% de supervivencia, el cual se logré a
los 114 segundos. Una vez establecidos los tiempos a los cuales

se efectuarfan las mutagénesis se iniciaron éstas.

Mutagénesis con MNNG

Se realizaron varias mutagénesis con MNNG y los resultados
de algunas de ellas se ilustran en la tabla No. 1, por ser 1las
que nos dieron las mutantes miAs estables. De wuna primera
mutagéneslis se obtuvieron un total de 42 posibles mutantes a
partir de 1450 colonias sembradas; sin embargo, al cabo de 6
semanas, de estas 42 s8lo sobrevivieron 7, de las cuales a su vez
4 tendieron a revertir con el tiempo, a pesar de las constantes
purificaciones que se hicleron a las cepas, Alogtando mantener de
esta primera mutagénesis sdlamente 2 mutantes estables hasta 1la
fecha.

Esta tendencia de las cé&lulas a revertir, se observd en
todas las mutagénesis realizadas, dando como resultado un niimero
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bajo de mutantes estables.

Mutag@&nesis con luz ultravioleta. -

Las radiaciones ultravioleta parecen resultar mis efectivas
en la induccidn de mutantes, ya que en las primeras pruebas se
tiene un Indice mayor de mutantes que las que se originan con la
MNNG (tabla No. 2), sin embargo, a las primeras ‘semanas de
aisladas, su tendencia a revertir es mayor que las inducidas con
MNNG; no obstante tomar medidas para evitar una posible foto-
reparacidn, ya que se siembra en la obscuridad y los cultivos se
mantienen también protegidos de la luz durante su incubacidén., A
pesar de todo, un compuesto que mejord la estabilidad de 1las
mutantes obtenidas con UV fue la adicidén de cafeIna al medio de
cultivo, donde se aislaron las c&lulas después de mutagenizarlas.
La cafeina se empled porque se ha reportado que esta metil
xantina, es un inhibidor de los procesos de reparacién en la
obscuridad (13).

Otra posible causa del bajo niimero de mutantes aisladas con
luz UV y con MNNG, es que las células sometidas a mutagénesis, no
estaban en fase de crecimiento sincronizados, pues se ha visto
que cuando los cultivos estan en fase '"M" o en fase "S" del ciclo
celular, se tiene mayor incidencia de mutantes (8,12).

La efectividad de la cafefna se comprobd, ya que en las
primeras mutagénesis no se empled y el nimero de mutantes
estables fue casi nulo, ( 3%); nidmero que se elevd cuando el
medio de cultivo fue suplementado con ella (8-282).

Sin embargo, el nimero de mutantes estables aisladas con luz

UV fue pequefio en comparacidn con las obtenidas con MNNG.
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Tabla No. 1
Mutagénesis con M N N G. Dosis 100 ):g/ml

Mutagénesis Tiemgpo %\ Supervivencia Mutantes  Mutantes % de Mutantes
No. (minutos) aisladas estables estables .
1 TssT L a7 42 2 S 4a8
2 S50 el 64 1t
3 ' S12.47- 9 . . 0 . 0.0
4 1A RS e D de
5 ‘1402 : T Y
Tabla No. 2 - . e P
Mutagénesis con’ Luz Ultravioleta. Dosis 19 ergs/mm/seg.
Mutagénesis ~ Tiempo % Superk\'rive'ngl:ia"V : ;Hut}anbtes' Mutantes % de mutantes
en ) Coerloon T
No. segundos - aisladas estables estables
1 51 4 7.8
2 45 3 6.7
3 116 - 3 18.7
' 7 2 28.6
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Después de lograr estabilizar un clerto niimero de mutantes
provenientes de ambos tratamientos, se sometieron a otras pruebas
para comprobar si realmente eran respiratorio-deficientes; para
ello, se sembraron en medios con etanol y lactato (sustratos no
fermentables) asi como también 8e 1les hizo 1la prueba del
tetrazolio. En la tabla No; 3 se enlistan las mutantes estables y
algunas de sus propiedades.

Con respecto a las pruebas en lactato y etanol, sSlo 3 cepas
resultaron no ser realmente respiratorio-deficientes, pues 2 de
ellas crecieron en ambos medios y una,sdlo en lactato; de estas 3
cepas, 2 provenian de mutagénesis con UV y una del tratamiento
con MNNG.

Después de estas pruebas se procedid a cruzar a las mutantes
con objeto de ver el tipo de segregacidn en la progenie. Para
ello, antes se les hicieron pruebas de auxotroffa, pues aunque se
podfa suponer que habian heredado los requerimientos de 1la
progenitora, se tenia que comprobar si la mutagénesis habia
provocado mutaciones adicionales, y de manera interesante se vid
que las mutantes: MV-2, MY-6, MV-25, MV-52, MV-0 y MV-T ademas de
heredar los marcadores de la progenitora, mostraron ser
auxStrofas para otros aminodcidos. El1 fenotipo de las mutantes
también se enlista en la tabla No. 3.

Las cepas elegidas pra la conjugacidn fueron:
KF71-5A a, adey™, ura”
WM37 a, his™
Se eligieron estas cepas porque fueron las que hejores

resultados dieron en las cruzas de prueba.

51



Tabla No. 3 RELACION DE LAS MUTANTES OBTENIDAS.

Crecimiento Crecimiento Reduccién

Mutante Mutigeno Fenotipo

empleado en Lactato en Etanol del TTC
MV-A MNNG ade™, leu , met . - - -
Mv-B MNNG ade-. leu™, met™ - - -
Mv-1 MNNG ade~, leu”™, met™ - - -
My-2 MNNG ade”, leu~, met™”, his™ + - + -
MV-5 MNNG ade™, leu~, met~ . - ) - -
MV-6 MNNG ade~, leu~, met™, trp~, ura~ - e . -
My-9 MNNG ade™, leu~, met™ Ca e -
MV=-25 MNNG ade~, leu~, met~, arg” -
MV=-26 MNNG ade~, leu™, met™ -
MV-41 MNNG ade”, leu™, met™ -
Mv-52 MNNG ade~, leu~, met~, trp~ _
MV-74 MNNG ade™, leu~, met~ -
MV-76 MNNG ade~, leu~, met~™ -
Mv-111 MNNG ade™, leu™, met~ . -
Mv-C MNNG ade™, leu~, met” -
MV-E Luz UV ade™, leu™, met™ -
MV-F MNNG ade™, léu', met™ -
MV-G MNNG ade™, leu™, met™ -
MV-H Luz UV ade™ leu”, met™ -
MV~-L Luz UV ade”™, leu™, met™ -
MV-0 Luz UV ade™, leu™, met™, arg” +
MV-S Luz UV ade”, leu™, met™ . e oo B
Mv-T Luz UV ade~, leu~, met~, his™ + g + +
MV-Y Luz UV ade™, leu™, met™ - ‘ . - -
KC5-1D fue la cepa respiratorio competente de la cual derivan estas mutantes.
Su fenotipo es: ade™, leu™, met” + + +

TTC cloruro de trifenil tetrazolio.
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3.~ CARACTERIZACION GENETICA

Una vez efectuada la conjugacidn entre cada una de las
wmutantes con la cepa respiratoria~competente por los métodos ya
descritos, se procedié a ver la segregacidn mitdtica en los
diploides aislados probdndolos en medio con glicerol. Estos
resultados se registran en la tabla No. 4 y demuestran que la
mutacion fue de tipo recesivo en todas las mutantes, ya que todos

los diploides probados crecieron en glicerol.

Andlisis de la segregacidn meidtica.

Con el fin de establecer la naturaleza de la mutacidn
respiratorio-deficiente en las mutantes, ademis del comportamien-—
to en los diploides, se procedid a analilzar la segregacidn
meiStica en las esporas surgidas de los diploides puestos a
esporular. Esto se hizo por dos nétodos ya especificados:
diseccién de té&tradas y andlisis de esporas al azar.

No todas las cruzas fueron probadas por diseccidn de
t&tradas, pero sl todas se probaron por el método de andlisis de
esporas al azar, dando los dog métodos resultados similares en
cuanto al cardcter de la mutacidn.

Los resultados obtenidos con las mutantes cuya segregacidn
meidtica se estudid por diseccidn de esporas se muestran en la
tabla No. 5. De estos resultados podemos deducir que la mutacidn
de deficiencia respiratoria muy probablementg es de origen
nuclear en las cepas: MV-5, MV-9, My-25, MV-41, MV-52, MV-74 y
MV-76.

De interé&s especial es la mutante MV-26, pues en ella los
resultados nos inclinan a pensar que se trata probablemente de
una mutacién de tipo extracromosdmico o la presencla de dos genes
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Tabla No. &

MV-A
MvV-B
MV-35
¥v-1

V-6

Cruza

x
X
x®
X
x

io. ce Zigotos
observados & las 24,
48 y 71 horas.

WM=-37
RF71-5A
KF71-5A
KF71-5A
wi-37

¥MV-9 x KF71-5A
nV=25x KF71-5A

MV=26 KF71~5A
MV=41 KF71-5A
MV=52 KF71=5A
MV-~74 KF71-35A
MV-76 KF71-5A
MV-111 KF71-5A
MV-C 32 WM=37
MV-E x WM-37
MV-F x KF71-5A
MV-G x KF71-5A
MV-H x KF71-5A
MV-L x KF71-5A
MV-S x KF71-5A
MNV-Y x KF71-5A
KC5-1D KF71-5A
KC5=-1D WM-37

1/c: 1 zigoto por campo observado'e:
observaron a las 24 horas, pero eﬁ.

rds hasta pasadas 72 horas. . .

KC5-1D x KE71-5A y KC5-1D x WM-3

RESULTADOS DE LA SEGREGACION MITOTICA DEL CARACTER

RESPIRATORIO DEFLICIENTE.

l/e
tle
l/c
3/c
3/c
2/c
l/c
4/c
/e
2/e
l/e
2/e
3/e
4/c
1/c
1/c
5/c
7/c
10/¢c

Clonas diploides
replicadas en
YPAD
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nucleares. Sin embargo, el hecho de haber renlido sclamente 802 de
diploides respiratorio-competentes no favorecerfa la segunda
posibilidad. Estos resultados se comparan con los que dieron
estas mismas mutantes analizadas por el m&rodo de esporas al azar

con el fin de esclarecer la naturaleza de la mutacidn.

Estudio de 1l1la segregacidn meidtica por anilisis de esporas al
azar.

El resto de las mutantes se analizd por este método y
también las analizadas por diseccidn de t&tradas.

La metodologfa en 1la cruza fue igual hasta 1llegar a 1la
separacidn de las esporas, la cual difiere de la diseccidn de
tétradas, pues mientras que en &sta se estudia la segregacidn de
las cuatro esporas procedentes de una misma asca, en el m&todo
de esporas al azar se analiza una determinada poblacidn de
esporas de una manera individual y se establece el caracter fe
ellas en una forma porcentual con respecto a marcadores de
auxotroffa y cardcter mutante segregado. La segregacidn meidtica
estudiada por este método se registra em la tabla Ne. 6. E1
andlisis de estos resultados nos lleva a pensar que la mayorfa de
las mutantes aisladas presentan una mutacidn de tipo nuclear,
pues la segregacidn del cardcter mutante fue 2 : 2y 1 : 3 a
excepcién de 1la cepa MV-26 que nuevamente al igual que en el
andlisis por diseccidn de té&tradas, muestra un patrdn que no
corresponde propilamente a un tipo Mendeliano.

Las esporas con el fenotipo de ade™ estdn por encima de 1la

mitad, ya que hay dos mutaciones de auxotroffa para adenina (ade™
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Tabla No. 5 Segregacidn de los marcadores de auxotroffa y del cardcter

respiratorio-deficiente en los productos de la meilosis mediante

el andlisis de t&tradas.

Niimero de tétradas que gegregan:
No. de Tétradas

Cruza Fenotipo 430 3:1 2:2 1:3 _'0:4 Totales:

KC5-1D x KF71-5A ade—; adet 12
(Testigo leu—: leut

met—: mett

ura=: urat

glic—: gli&.-"' B e

MV-5 x KF71=5A ade™: adet g 10
leu™: leut.
met™: met?
ura~: urat :
glicT:- glic+ S

MV-9 x KF71-5A ade™: ade*t 11

leu™: ieu"'
met™: mett .
ura™: urat
glic™: glic"'
MV-25 x KF 71-5A ade=: ade*. 14
lev™: leut

met~: mett -

ura~: urat

glic™: 31,.,1::?*"

MV-26 x KF71-5A  ade : ade - 11

leu :. leu
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Tabla No. 5 (continuaci8n) No. de T&tradas que segregan:

No. de té&tradas
Cruza Fenotipo 4:0 3:1 2:2 1:3 0:4 Totales:

met™: mett
ura~: urat

glic—: glict

+

MV-41 x KF71-5A ade™: ade 14

leu=: leut

met~: meet
ura~: urat

glic™: g11c+

MV-52 x KF71-5A ade~: ade?t

leu~: leut
met™: mett
-+

ura™: ura

glic™: giict

+ 12

MV-74 x KF71-5A ade™: ade
leu™: leut
met™: met

ura”: ura

glic™: glic+

MV-76 x KF71-5A ade™: ade
leu™: leu
met~: mett

ura~: ura

glic™: glié+
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TABLA No. 6

Segregacidn meibStica de los marcadores de auxotroffa y del
cardcter respiratorio-deficiente en esporas analizadas al azar.

Andlisis por marcador individual.

Nimero de esporas

eanoTamogmo Tt ORT O Tt owm gy
esporas RS B

KC5-1D x KF71-5A 500 396 79.2 283 56.7 262 52.5 1233 0.0

MV-A x WM~37 - 421 ®a.3 218 43.7 188 37.6 -« 31.2
MV-B x KF71-5A " 425 B85.0 288 57.6 245 49.0 236 36.0
Mv-1 x KF71-5A b 437 87.5 343 68.7 218 43.7 187 28.1
MV-5 x KF71-SA hd 380 76.0 245 49.0 260 52.0 240 40.0
MV-6 x WM-37 " 406 81.2 281 6.3 275 55.0 - 43.7
MV-9 x KP71-SA " 410 82.0 230 46.0 260 52.0 1275 238 . 47.7
MV-25 x KF?71-5A " 255 51.0 260 52.0 208 41.6 260 255 51.0
MV-26 x KF71-5A " 396 79.2 276 55.2 210 42 182 95  19.0
MV-41 x KP71-52 " 411 82.2 240 48.0 1Bl 36.2 229 209 4l.9
MV=52 x KF71-5A " 280 56.0 235 47.1 256 51.3 275 1807 36.1
MV=74 x KF71=5A v 466 B81.3 261 52.3 198 39.6 195 218 43.7
MV=76 x KF71-5A " 397 9.5 236 47.2 190 38.0 224 194 38.8
MV=111 x KF71=5R " 388 77.6 246 49.2 240 48.0 230 46,0 - =i . 255 5l.0
MV-C x WM-37 " 383 76.6 240 48,0 210 42,0 - - 198..39.6 215  43.0
MV-E x WM-37 " 391 78.3 260 52,0 205 4l.0 - - 225 45.0 155 3L0
MV-F x KF71-SA " 295 59.0 295 59.0 280 56.0 263 . 52.7 e A, 265 53.0
MV-L x KF71-5A " 415 83,0 265 53.0 255 51.0 270 54.0 260 48,0
MV-S x KF71-5A " 390 78,0 245 49.0 193 38.7 185 37.0 215 43.0
MV-Y x KF71-5A " 398 79.6 243 48.7 265 .53.0 221 44.3 260 52.0
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1 Yy ade™3), dque mapean en sitios diferentes.

Pruebas de ligamiento.

El método de esporas al azar también permitiS detectar un
posible 1ligamiento de una o varias mutaciones y algunos eventos
de recombinacidn entre genes.

Para ello, ya clasificadas las esporas, se analizaron todas
las combinaciones posibles en cuanto a la segregacidn de
marcadores y cardcter mutante que did cada una, Yy se agrupd cada
espora anallizada dentro de ﬁna de estas combinaciones, para
determinar con qué frecuencia segregaban juntos estos caracteres
en una poblacién de esporas.

Una vez agrupadas las esporas dentro de cada combinacidn, se
obtuvo el nidmero de tipos parentales y tipos recombinantes
segregados. Entendiéndose por tipo parental aquél en el que en
una espora se manifiestan s8lo las caracteristicas de uno de los
progenitores, mientras que en el tipo recombinante se manifiestan
las caracterIsticas de ambos progenitores.

Luego de saber cudl es el tipo que predomina podemos tener
una idea de qué tan ligadas estdn las mutaciones.

S1 el tipo parental predomina sobre el recombinante, esto
indica que las mutaciones estdn ligadas, pero si por el contrario
el porcentaje de recombinantes es mayor que el tipo parental,
implicarfa que las mutaclones no estdn ligadas, o sea que los
genes no estdn juntos y por lo tanto son mAs susceptibles de
sufrir recombinacién. Estos resultados se enlistan en la tabla

No. 7.

El marcador de adenina no se analizd, pues no se puede
‘
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Tabla No. 7 Pruebas de Ligamiento en las Mutantes Respiratorio-Deficientes

Alsgladas.
Cruza Par de Tipos Parentales Tipos Recombinantes
marcadores
analizados No. z No. %
KC5~1D x KF71-3A leuimet 279 s5.8 221 44,2
(testigo) leu ura 245 49.0 256 51.2
met ura 266 53.2 233 46.6
MV-A x WM-37 leu met 292 58.4 . 208 41.6
leu his 258 51.6 ... 248 49.6
met his 264 5280 236 47.2
leu glic 266 53,2010 234 46.8
met glic 232 46.4° 50 268 53.6
his glic 251 ' o
MV-B x KF71-5A leu met 304
leu ura 283
met ura 262
leu glic 278
met glic 299
ura glic 266
MV-1 x KF71-5A leu met 312’
leu ura 281’-»
met ura 259
leu glic 125
met glic 218 -
ura glic 187
MV~-5 x KF71-5A leu met 296
leu ura 232
met ura 238
leu glac 246
met glic 286
ura glic 242
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Tabla No. 7 ({continuacidn)

—2-

Cruza Par de Tipos Parentales Tipos Recombinantes
marcadores
analizados No. 4 No. z
MV-6 x WM-37 leu met 277 55.4 223 44 .6
leu his 266 53.2 234 46.8
met his 232 46.4 268 53.6
leu glic 238 47.6 262 52.4
met glic 298 59.6 202 40.4
his glic 276 55.2 224 44.8
MV-9 x KF71-5A leu met 246 49.2 254 50.8
leu ura 286 57.2 214 42.8
wet ura 242 48.4 258 51.6
leu glic 249 49.8 251 50.2
met glic 308 61.6 192 38.4
ura glic 282 56.4 218 43.6
MV-25 x KF71-5A leu met 312 62,4 188 37.6
leu ura 250 " 50.0 250" ' 50.0
met ura 249 49.8 250 50.0:
leu glic 280" ' 56.0 220 - .. 44.0
met glic 328 65.6 172 00T 34l
ura glic 224 44.8° 270 - 54.0
MV=-26 x KF71-~5A leu met 301 e 39.8
leu ura 223 552
met ura 234 53.0
leu glic 249 50.0°
met glic 283 43,4
ura glic 245 T .. 51.4
MV-41 x KF71-5A leu met 3ie .6 38.0
leu ura 23770 S 252,86
met ura 217 56.6
leu glie 255 . 49.0
met giic 02 - 39.6
ura glic 261:: 47.8
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Tabla No. 7 (continuacidn) -3~

Cruza Par de Tipos Parentales Tipos Recombinantes
marcadores
analizados No. 4 No. %
MV-52 x KF71-5A leu met 250 50.0 249 . 49.8
leu ura 244 48.8 256 51.2
met ura 258 51.6 ° 2427 . 48.4
leu glic 249 Siesio o 0.2
met glic 279 2210 a2
ura glic 238 262 : 52.4
MV-74 x KF71-5A leu met 248 - 496 . 252 50.4
leu ura 269  53.8 231 L 46.2
met ura 233 - 46.6 267 53.4
leu glic 265 53.0 235 47.0
met glic 314 62.8 186 .. 37.2
ura glic 247 49.4 253 o 50.6
MV-76 x KF71-5A lue met 288 57.6 212, 42.4
leu ura 236 47.2 - 264 - 52.8
met ura 249 : 3 50.2
leu glic 242 5146
met glic 228 : 54.4
ura glic 232 53,6
MV-111x KF71-54 leu met 266 23, 46.8
leu ura 252 s0.4 2487 49.6
met ura 250 Torshe T 247 49.4
leu glic 247 49.4 253 50.6
met glic 294 58.8 206 41.2
ura glic 249 49.8 251 50.2
MV-C x KF71-5A leu met 305 61.0 195 39.0
leu his 252 ~ 50.4 248 49.6
met his 246 49.2 254 s0.8
leu glic 249 49.8 251 50.2
met glic 338 67.6 192 38.4
his glic 239 47.8 261 52,2

62



Tabla No. 7 (continuacidn) —4-

Cruza Par de Tipos Parentales Tipos Recombinantes

marcadores

analizados No. o z No. z

MV-E x WM-37 leu met 295 59 205 41.0

leu his 2641 482 259 51.8

met his 248 49,6 0T 252 50.4

leu glic 262 48L4 ‘258 51.6

met glic 287 . S7.4 - 213 42.6

his glic 269 . 49.8° 251 50.2

MV-F x KF71-5A leu met 242 . 48.4 . 358 . . 51.6

' leu ura 286 - 57.2 L2140 42,8

met ura 229 . . 45.8 C2IL 54.2

leu glic 249 o 49.8° 25105042

met glic 266 -4B.B 256 TEil 512

ura glic 250 - ' i 2807 50.0

MV-L x KF71-5a leu met 293 4Lk

leu ura 248 “50.4

met ura 236 '(52;8

leu glic 248 50.4

met glic 251 49.8

ura glie 225 55.0

MV-5 x KF7L~5A leu met 321 64.2 Tl ife 35.8

leu ura 241 48.2 . .. 259 " s1.8

met ura 229 45.8 271 54.2

leu glic 186 37.2 314 62.8

met glic 234 46.8 266 53.2

ura glic 192 38.4 308 61.6

MV=-Y x KF71-5A leu met 291 '58.2 209 4.8

leu ura 263 52.6 236 L 47.2

met ura 228 v 45.6 . - 272 : 54.4

leu glic 244 C 48,8 . 256 0 .51z

o met glic 296 588 206 41.2

ura giic 251 LUs0.2. 247 - 49.4
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detectar fenotipicamente si estamos tratando con la mutacidn ade"1

o ade™3.
4.~ PRUEBAS BIOQUIMICAS

Resultados de las curvas de crecimiento.

Una alteracidn en el sistema respiratorio de las mutantes
aisladas, va a hacer que sean incapaces de obtener la energla
necesaria para sus funciones metabdlicas, de otro modo que no sea
mediante la utilizacidn de una fuente de carbono fermentable, 1lo
cual 1limita su desarrollo o lo retarda, aifin dentro de un medio
completo. Por lo tanto, el hacer las curvas de crecimiento, nos
permitid ver qué tan grande fue el dafio causado por la mutacidn
al detectar en qué tiempo alcanzaron la fase estacionaria de
crecimiento y cuales fueron sus tiempos medios de generacidn,
comparando estos datos con los de la cepa progenitora. Estos
tiempos se registran en la tabla No. 8 y 1las curvas de
crecimiento de las mutantes aparecen en las figuras No. 8, 9, 10,
11, 12 y 13. Como puede apreciarse, los tiempos medios de
generacidn de las mutantes, difieren em un grado considerable con
respecto a la progenitora. Por ejemplo en las cepas : MV-25,
MV-26, Hv;él Yy MvV-76 el tiempo medio de generacidn es casi el

doble o superior al doble del de la progenitora.

Capacidad Respiratoria.

Los resultados de la determinacidn del consumo de oxIgeno
tambié&n muestran que las mutantes tienen una capacidad
respiratoria muy disminuida, por ejemplo en las cepas : MV-A, MV-

G, MV-S8 y MV-26 el consumo de oxIgeno llega a ser casi nulo, ya
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que apenas si pudo ser registrado (tabla no. 8). Algunas mutantes
muestran un consumo de oxfgeno superior al resto de las mutantes,
pero siempre menor que el de la cepa progenitora, tal es el caso
de las mutantes MV-52 y MV-74, siendo la cepa MV-F la que mayor
consumo registra en comparacidén con las demis.

De 1los resultados expuestos en esta tabla, se puede notar
también, que como era de esperarse, la capacidad respiratoria
guarda cierta vinculacidn con los tiempos medios de generacidn,
de tal manera que aquellas mutantes que registraron un consumo de
oxfgeno mInimo, tuvieron en general tiempos medios de generacién

mayores que el resto de las mutantes y por supuesto que la cepa

progenitora.

Andlisis de citocromos.

Ya que los citocromos son componentes esenciales del sistema
regpliratorio en las levaduras, es de esperarse que algunas de las
mutantes respiratorio deficientes tuvieran alteraciones en uno o
mis de estos componentes de la cadena respiratoria.

Para determinar esto se procedid a obtener los espectros de
citocromos de las mutantes alsladas. Los resultados se muestran
en las Figs. 14 a 22. Los resultados del andlisis se presentan en
forma resumida en 1la tabla No. 8.

Analizando estos espectros vemos que todas las mutantes
presentan una alteracidn en sus citocromos en mayor o menor
grado, 1llegando en algunas a estar totalmente ausente alguno de
ellos; y en una de ellas que es la cepa MV-26 no se registrd
presencia de los citocromos "b" ni "a + aj'".

' También se pudo notar que en algunas cepas la disminucién o
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Tabla No. 8 Resultado del andlisis fenotIpico de las mutantes
Respiratorlo-Deficientes.

Cepa Capacidad Respiratoria Tiempo medio Andlisis Cualitativo de
de generacidn citocromos
nanodtomos 0,/mg peso seco/min ) wen nyu "atas"
KC5-1D 65.4 - . 1h 55°'
KF-71-5A 75.5 S ‘-
MV-A : " 3h 20"
MV-B 2h 55!
MV-1 "4h 30"
MV-5 3h 20"
MV-6 3h 10"
MV-9 3h
MV-25 4h 20'
MV-26 ’ 6h 15'
Mv-41 T30 4h 05"
MV-52 16.2 L i 2h 50!
MV-74 a7 3h 20°
MV-76 G2 3n 50'.
MV-111 BRI G e 2h 35'
Mv-C 3.3 3h 22°
MV-E i 3n 357
MV-F 210 2h 35
MV-G LGS 4h 05'
MV-H B - E 2h 30’
MV-L BN SRR R D2h 55% Tk
MV-S R B0 A 3w

MV-Y 110 3h 30"

+ + + aumentado
+ + normal

+ disminufdo
+ - escaso

- ausente

KC5-1D cepa progenitora respiratorio competente
KF71-5A cepa respiratorio—competente
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Fig. 14 Espectros de absorcién de citocromoa en la cepa KC5-1D y sus mutantes
respiratorio-deficientes. El citocromo “c" tiene una absorcidn méxima a
550 nm, el citocromo "b"™ a 560 nm y el "ata3" a 605 nm.
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Fig. 15 Espectros de absorcidn de citocromos en la cepa XC5-1D y sus mutantes
respiratorio-deficientes. El citocromo "c¢'" tiene una absorcidn mdxima a
550 nm, el citocromo "b" a 560 nm y el "a+asz" a 605 nm.
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Fig. 16 Espectros de absorcidn de citocromos en la cepa KC5-1D y sus mutantes
respiratorio-deficientes. El citocromo "c"” tiene una absorcién mdxima a

550 nm, el citocromo "b" a 560 nm y el "a+a3'" a 605 nm.
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Fig. 17 Espectros de absorcién de citocromos en la cepa KC5-1D y sus mutantes
respiratorio-deficientes. E1l citocromo "c'" tiene una absorcién mixima a
550 nm, el citocromo “"b" a 560 nm y el "a+a3" a 605 nm.
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Fig. 18 Espectros de absorcisn de citocromos en la cepa KC5-1D y sus mutantes
respiratorio-deficientes. E1 citocromo “c" tiene una absercién mixima a
550 nm, el citocromo "b" a 560 nm y el "at+a3" a 605 nm.
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Espectros de absorcidn de citocromos en la cepa KC5-1D y sus mutantes
respiratorio-deficientes. El citocromo "c¢c" tiene una absorcidn mixima a
550 nm, el citocromo "b"™ a 560 nm v el "a+a3™ a 605 nm.
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Fig. 20 Espectros de absorciSn de citocromos en la cepa KC5-1D y sus mutantes
respiratorio-deficientes. El citocromo "c" tiene una absorcidn mixima a
550 nm, el citocromo "b" & 560 nm y el “a+a3" a 605 nm.
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Fig. 21 Espectros de absorcién de citocromos en la cepa KC5-1D y sus mutantes

vespiratorio-deficientes. El citocromo '"c" tiene una absorcidn midxima a
550 nm, el citocromo "b" a 560 nm y el "a+a3" a 605 nm.
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Espectros cde absorcidn de citocromos en la cepa KC5~1D y sus mutantes
respiratorio-deficientes. E1 citocromo "c" tiene una absorcién mixima a
550 nm, el citocromo "b" a 560 nm y el "a+a3" a 605 nm.



desaparicidn del citocromo "b" o el "a + a3" va acompafiada de un
aumento en el citocromo "c", tal es el caso de las mutantes MV-6,

MV-25, MV-41 y Mv-L.

Pruebas de Alelismo.

Para poder efectuar las pruebas de alelismo fue necesario
hacer cruzas con cada una de las mutantes entre sf.

La metodologia de los experimentos de cruza ya fue detallada
en la seccidn de métodos.

Una vez seleccilonadas las mutantes que mostraron capacidad
de conjugacidn entre ellas mismas, se procedid a investigar con
cada una si la mutacidn de deficiencia respiratoria podria estar
en sitios diferentes del genoma y por tanto podrfa dar lugar a
complementacidn entre ellas mismas aiin siendo todas respiratorio
deficientes; o si por el contrario estaba localizada en un mismo
locus.

Esto se logrd probando los diploides procedentes de estas
conjugaciones en medio con glicerol y viendo si habfan sido
capaces de complementar con respecto alncarﬁcter mutante de 1los
padres.

Los resultados fueron los siguientes:

En 1la tabla No. 9 se registran cada una de las cruzas de todas
las mutantes entre sf, y se sefiala los casos en los que hubo
conjugacidén y aquellos en los que €sta no se llevd a cabo.

Como puede apreciarse, en la mayorfa de los casos la
conjugacidn entre las mutantes no tuvo lugar, ¥y de 231 cruzas

realizadas sdlo se efectuaron realmente 29, dentro de las cuales
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intervienen de manera frecuente 5 cepas. AsI tenemos que:

MV-B se cruzd con las cepas: MV-1, MV~25, MV-41, MV-F, MV-L, MV-Y

MV-25 " o : MV-B, MV-1, MV-52, MV-74, MV-76,

" MV-111, MV-C, MV~E, MV-F, MV-G, MV-H
MV-41 o [N : MV-B, MV-52, MV-C, MV-E, MV-G, MV-H
MV-C f" EED : MV-1, MV-25, MV-41, MV-F, MV-Y
MV-F " ' : MV-B, MV-6, MV-25, MV-52, MV-C, MV-E,

MV-G, MV-H.

En  1la tabla No. 9 se sefialan dentro de las cepas que sI se
cruzaron, aquellos diploides que lograron complementacidn en
cuanto al cardcter respiratorio-deficiente.

Basdndonos en estos resultados podemos Inferir que la
mutacidn de las cepas : MV-B, MV-25, y MB-C tal vez se localice
en el mismo 1locus, ya que estas mutantes adenmis de no
complementar entre si respecto al cardcter mutante, presentan
patrones de complementacidn iguales con las cepas MV-1 Y MV-F, a
las cuales podriames agrupar tambilén dentro de un mismo grupo de
complementacidn.

Por tanto de las 16 mutantes estudiadas en las pruebas de
alelismo, podrIamos clasificar 5 de ellag dentro de 2 grupos

diferentes de complementacidn, que serfan:

Grupo I Grupo II
MV-B MV~-F
MV-25 © M-l
MV-C
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Tabla No. 9 Resultados de las Pruebas de alelismo

Cruza de Mutantes entre si.

a/ A8156925264lv5274761‘1‘lCEFGHLSY

A - - - -
B - -9 -
1 -a - -
5 - - - -
6 - - - -
9 - - - -
25 -+ 8 - -
26 - = - =
41 -+ ==
52 - - ==
74 - - - =
76 - - ==

111 - -
c - - & -
E - - -
F -8 - -
G - — =
a - - - -
L -+ - -
s - -
Y - + -

Observacidn de Zigotos C;:e(v:/:lm:.l‘ento en medio mInimo

(=) no hubo conjugacidn XNo se observaron. S ' no crecieron.

(+) sf hubo conjugacién

BB diploides que crecieron en glicerol.
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Dada la dificultad de que las cepas respiratorio deficlentes
se crucen entre si (ver tabla No. 9) no fue posible establecer

con claridad la presencia de otros grupos de complementacidn.
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CONCLUSIONES

Siendo el objetivo primordial de este trabajo el aislamiento
de mutantes respiratorio deficientes preferentemente de tipo

extracromosdmico en la levadura Kluyveromyces lactis y en base a

los resultados obtenidos podemos conclufr que:

La probabilidad de induccifn de este tipo de mutacidn en
esta especie de levadura es muy pequefia y su aislamiento en caso
de que esta induccidn se lleve a cabo resulta muy diffcil de
lograr; esto probablemente se deba a la escasa viabilidad de esta
mutacidn en esta especie de levadura.

No obstante en este estudio se logrd aislar una mutante que
después de analizarla presenta todas las caracterIsticas de haber
sufrido una mutacién extracromosémica, ya que tanto su
segregacidén mitdtica y meidtica son compatibles con una mutacidn
de este tipo. Aunado a esto su curva de crecimiento fue la mis
lenta de todas las mutantes analizadas y carece totalmente de
citocromos "a + a3" y "b".

Por el contrario, la obtencién de mutantes petite
segregacionales de esta levadura después de tratamiento con MNNG
y 1luz UV resultd considerablemente ser mds favorecida. Sin
embargo, estas mutantes son sumamente inestables y revierten con
facilidad, lo que indicarfa que se trata de mutaciones puntuales.

Por otra parte ninguna de las mutaciones obtenidas estuvo
ligada a los marcadores de auxotroffa de las cepas empleadas.

Con respecto a las pruebas de alelismo y en base a estos
resultados podrfamos decir que la mutacidn de deficlencia

respiratoria en algunos casos resultd ser no alélica y debido a
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esto algunas mutantes pudieron complementarse en cuanto a esta
deficiencia cuando fueron cruzadas.

Nuevamente la dificultad que presentan estas cepas para
cruzarse no permite que se puedan establecer con miAs claridad
grupos de complementacidn entre ellas que pudieran darnos mis

datos acerca de esta mutacién.
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